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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. A Xll1l-as véralvadasi faktor szerkezete és funkcioja

A XIlll-as véralvadasi faktor (FXII) egy transzglutaminaz proenzim, amely a
fibrin alvadék stabilizalasaval és a fibrinolitikus degradacioval szembeni védelmével
elengedhetetlen a normal hemosztazis fenntartasahoz. Az FXIII a vérben heterotetramer
(FXII-A2B>) formaban kering, mely két potencialisan aktiv FXIII-A és két gatlo/védo
FXI11-B alegységbdl all.

A plazméban az FXIII-B alegység tobbletben van az FXIII-A-hoz képest; az
FXI1I-B2 koriilbeliil 50%-a szabad, nem komplex formaban kering. Az FXIII-A-t a
transzglutaminazza alakitja at, amely keresztkotéseket hoz 1étre a fibrinlancok kozott és
az op-plasmin inhibitort is keresztkoti a fibrinhez. Az FXIII-A hianya sulyos vérzési
diathézist okoz, az FXIII-A hianyos betegek rendszeres potloterapiat igényelnek.

A nem enzimatikus FXII1-B alegység meghosszabbitja az FXIII-A élettartamat a
keringésben és megakadalyozza annak spontan aktivalodasat. Az FXIII-B egy ~80 kDa
glikoprotein, amely koriilbeliil 8,5% szénhidratot tartalmaz két N-glikozilacios helyen,
(Asn142 és Asn525) mely a harmadik és kilencedik sushi-doméneken talalhato.

Ezeknek a glikdnoknak sem a szerkezetét, sem a funkcionalis szerepét nem
vizsgaltdk még részletesen, annak ellenére, hogy az ilyen modosuldsok fontossagat
szdmos immunoldgiai, onkologiai, hematoldgiai stb. vizsgélat igazolta. A véralvadasi
kaszkad szamos tagja glikoprotein, pl. a II, VII, VIII és IX faktorok (FII, FVII, FVIII és
FIX), ami a hozzajuk kapcsolodo szénhidratok fontossagara utal. Kimutattak, hogy az
FVIII stabilitasa és makromolekuldris kolcsonhatasai deglikozilacidoval megvaltoznak.
Azt is fontos megjegyezni, hogy a glikozilacid eldsegitheti a fehérjék oldhatosagat.
Tovabba szamos terapias szempontbdl relevans, rekombinans véralvadasi faktor in vivo

hatékonysagat novelte a természetes glikozilaciojuk.



1.2. XIl1-as véralvadasi faktor hiany

Az oroklott FXIII-A hidnyban szenvedd betegek sulyos vérzéses diathézise
egyértelmiien jelzi az FXIII fontossdgat a hemosztazis fenntartdsdban. Az altalanos
populacidban az FXIII-A hiany a legritkabb orokletes véralvadasi rendellenességek kozé
tartozik (egy a kétmilliohoz), de azokban az orszagokban, ahol a vérrokonsagi hazassagok
gyakorisdga magas, kiilonosen, ha a betegség alapitdé mutacioval parosul, a gyakorisag
sokkal magasabb.

Az FXIII alegységek barmelyike ellen képzddott autoantitestek szintén sulyos,
gyakran ¢letveszélyes vérzéses szovOdményekhez vezetnek, amelyek haldlozasi ardnya
25% kortili. Ez is meglehetdsen ritka korképnek mondhato, egy nemrég megjelent atfogd
tanulmanyban 48 jol ismert, publikalt esetet gytiijtottek dssze, ebbdl 47-ben FXIII-A- és
1-ben FXIII-B-ellenes antitestek jelenlétét igazoltak.

Az autoantitestek megjelenése autoimmun betegséggel allhat Osszefliggésben,
azonban kiilonosen 1dés betegeknél gyakran idiopatias. Az autoantitest zavarhatja az
FXIII aktivalodasat, gatolhatja az FXIIla transzglutamindz aktivitasat, és a fehérjével
immunkomplexet alkotva felgyorsithatja a fehérje kitiriilését a keringésbdl. A fenti
kritériumok alapjan javasolt az FXIII ellenes antitestek osztalyozasa.

A diagnoézis felallitasara és az FXIII-A ellenes autoantitestek gatld erejének
mérésére hasznalt klasszikus modszer a Bethesda-Nijmegen-proban alapul. Javasoltuk a
vizsgalat kiegészitését az FXIII aktivaciojanak/aktivitasanak 50%-os gatlasahoz

crer

az FXIII-A és a beteg IgG kozotti kotési affinitds meghatdrozasaval.

1.3. A fibrinogén- és XIII faktorszintek valtoziasa az ESRD-
betegeknél

A végstaddiumu vesebetegség (ESRD) a kiilonb6zé kronikus vesebetegségek
végsd kimenetele, amely a taléléshez hemodiafiltraciés (HDF)/hemodializis (HD)
kezelést vagy vesedtiiltetést igényel. A HD egyszertien diffuizioval tavolitja el az alacsony

molekulatdomegli urémias toxinokat, mig a HDF, bar ugyanazt a tipust dializétort



hasznalja, ugyanolyan porusmérettel, mint a HD, konvektiv transzportot alkalmaz, ami a
kis és kdzepes méretli toxikus fehérjék kivalasztasat is lehetové teszi.

Altalanossagban elmondhat6, hogy az ESRD részben a vérlemezkék karosodott
miikédése miatt fokozott vérzéses rizikot jelent. Paradox modon azonban az artérias €s a
vénas oldalt egyarant érint6 trombotikus manifesztaciok is meglehetdsen gyakoriak
ebben a betegcsoportban. Ilyen trombotikus szovédmények koz¢ tartozik az ischaemids
stroke, a szivinfarktus, a periférias artéridk elzardédasa, a mélyvénds trombozis, a
tiidéembolia és az ér hozzaférést biztositod fisztula trombozisa. A vérzéses diathézis és a
trombotikus hajlam egybeesése a véralvadasi rendszer komplex egyenstlyzavarara utal,
a vérlemezkék miikodése és a fibrinolitikus rendszer valtozasai is hozzajarulnak a
hemosztatikus valtozasokhoz.

Az ESRD-betegek allapotanak és kezelésének egyéni eltérései hozzajarulhatnak a
klinikai vérzéses tlinetek valtozatossagahoz. Az altalanos funkciondlis teszteket és a
kiilonbozé hemosztatikus paraméterek meghatarozasat egyarant alkalmaztak az ESRD-
betegek hemosztatikus egyensulyanak jellemzésére és a megvaltozott hemosztazishoz
vezetdé patomechanizmus feltarasara. Az alvadasi rendszerrel kapcsolatban végzett
vizsgalatok els6sorban a fokozott trombin generaciot eredményezd paraméterekre
iranyultak. A rendszeres hemodializisben részesiil6 ESRD-betegeknél a trombogenezis
markerei, koztiikk a trombin-antitrombin komplex, a protrombin 1.2 fragmentum, a D-
dimer, a fibrinopeptid A és a VIlI-as faktor emelkedtek, ami az alvadasi kaszkad
intravaszkularis aktivalodésara utal.

Jelen tanulmanyban arra voltunk kivancsiak, hogy a véralvadasi kaszkad végso
szakaszanak alkotdelemeit hogyan befolyasolja maga az ESRD és annak kezelési modjai.

A fibrinogén és az FXIII kulcsfontossagl szerepet jatszik a fibrin alvadék
kialakulasaban és stabilizalasaban. Az FXIII tetramer szerkezetli, két potencidlisan aktiv
A alegyseégbdl (FXIII-A) és két védo/gatld B alegységbdl (FXIII-B) all. Az aktivacio
soran a trombin eltavolit egy 37 aminosavbol allo aktivacios peptidet az FXIII-A N-
terminalis részérdl, és Ca?* jelenlétében a hasitott FXIII-A felveszi az enzimatikusan
aktiv  konfiguraciét. Az aktiv FXII (FXIIla) egy transzglutamindz, amely
izopeptidkotések révén keresztkotéseket hoz 1étre a fibrin a-, és y-lancai kozott és az oz-
plazmin inhibitort (02P1), a fibrinolizis f5 inhibitorat a fibrin a-lancaihoz kapcsolja. igy

teszi a fibrint ellenallova a keringd vér nyirofesziiltségével és a fibrinolitikus rendszer



proteolitikus lebontasaval szemben. ESRD-ben a fibrinogén, az FXIII és az a2Pl
valtozasarol ezidaig csak szoérvanyos eredményekrdl szamoltak be; azonban ezen

paraméterck atfogo elemzése ebben a betegcsoportban még mindig hianyzik.

2. Célkitiizés

1. Vizsgalatunk célja az volt, hogy atfogdan jellemezziik az FXIII-B-n taladlhatdo N-
glikanok szerkezetét és megvalositsuk a glikanok eltavolitasat nem denaturald
koriilmények kozott olyan tovabbi biokémiai kisérletekhez, mely eldsegiti, hogy
jobban megismerjik az FXIII-B glikozilacidjanak bioldgiai jelentdségét. Ebben a
tanulmanyban a deglikozilaci6 hatasat vizsgaltuk az FXIII-B dimer szerkezetére és

plazma clearance-ére nézve.

2. Jelen tanulményban egy autoantitestes, FXIII-A hidnyos beteget vizsgaltunk, akinél
szokatlan laboratoriumi és klinikai jellemzdk mutatkoztak. Az eredmények lehetdvé
tették, hogy ramutassunk a diagnosztikai folyamat nehézségeire, és teszteljiik az
antitestek jellemzésére javasolt Ujszerli megkozelitést azzal a céllal, hogy ezeket a
technikakat bevezessiik a laboratoriumi gyakorlatba. A betegnél fellépd, szokatlan
trombotikus klinikai sz6védmény felhivja klinikusok figyelmét arra, hogy a gatlo
hatasu FXIII-A ellenes antitest jelenléte nem nyujt védelmet a tromboemboliaval

szemben.

3. Jelen vizsgalat célja az volt, hogy feltarja a fibrinképzédésben és a fibrin alvadék
stabilizalasaban fontos szerepet jatszo faktorokkal kapcsolatos 11j ismereteket ESRD-
betegek esetén.

a. Meghataroztuk a fibrinogén és FXIII antigén koncentraciojat, valamint FXIII
aktivitasat ESRD betegeknél, és Osszehasonlitottuk a HDF és a HD kezelések

hatdsat ezen paraméterekre nézve.



b. Azt is megvizsgaltuk, hogy a C-reaktiv fehérje (CRP) mérésével azonositott
gyulladésos folyamatok befolyasoljak-e ezeket a paramétereket, és hogy a
fibrinogén koncentracidja 6sszefiigg-e mas vizsgalt paraméterekkel.

€. Mig atanulmany elsé részében az ESRD, valamint a HDF és HD kezelések hossza
tavl hatasait vizsgaltuk, a masodik részben a tényleges HDF vagy HD kezelés
rovid tava hatasait vizsgaltuk. Ez utobbi esetben a négyoras HDF- és HD-
kezelések soran a fibrinogén- és FXIII-szintek valtozasat kovettilk nyomon. A
dializiskezelések  soran  bekovetkezd  plazmavizcsokkenés és  annak
fehérjekoncentracidra gyakorolt hatasanak figyelembevétele érdekében a fenti

paramétereket albumin koncentraciora korrigalva is kiszamitottuk.

3. Betegek és modszerek

3.1. A Xlll-as véralvadasi faktor B alegységének N-glikozilacidja és

funkcionalis kovetkezményei

3.1.1. PNGase F emésztés nativ koriilmények kozott

Nyolcvan mikrogramm FXIII-B-t 50 pL 20 mmol/L NaHCO3-ban (pH 7,0)
oldottunk fel, majd 10 plL-ben 8,1 mU PNGaz F enzimet adtunk hozza, azaz tizszer
nagyobb mennyiséget, mint amit a denaturalt fehérjékhez szokasosan hasznalunk. Ezt a
reakcioelegyet 10 kDa spin-sziirére (VWR, Radnor, PA) vittiik at, és egy ¢éjszakan 4t
37°C-on inkubaltuk. Ezutan 100 pL HPLC mindségli vizet (Millipore, Darmstadt,
Németorszag) adtunk a reakcidelegyhez, majd a felszabadult N-glikanokat spin-sziirén
keresztiil 11 270 x g-n 10 percig centrifugaltuk, majd a fluorofor jeldlés elétt SpeedVac
rendszerben (Thermo Scientific) széritottuk. A megmaradt pelletet 50 pL 20 mmol/L pH
7,0 NaHCO3 pufferben oldottuk fel, és 1 uL (0,81 mU) PNGaz F enzimmel 0jra
emésztettiik, egy ¢jszakan at 37°C-on inkubdlva. Ezutan 100 u. HPLC mindségii vizet

adtunk a reakcioelegyhez, majd a felszabadult N-glikdnokat 10 percig 11 270 x g-n



centrifugaltuk a spin-sziirén keresztiil, majd a fluorofér jelolés elétt SpeedVac

rendszerben szaritottuk.

3.1.2. PNGase F emésztés denaturalo koriilmények kozott

A nativ fehérje 3.1. pontban leirtak szerinti emésztése utan a megmaradt
pelletet denaturdltuk és PNGaz F-fel ujra emésztettiik. A pelletet 10 uL nagy
teljesitményti folyadékkromatografias (HPLC) tisztasagt vizben feloldottuk, €s 1
uL denatural6 puffert (400 mmol/L DTT, 5% SDS) adtunk a 10 kDa sz{irén 1évo
keverékhez. A 65 °C-on 10 percig tartd inkubalas utan 100 pL. HPLC tisztasagu
vizet adtunk hozza, majd a sz{ir6t 10 percig 11 270 x g-n centrifugaltuk a maradék
denaturalo puffer eltavolitasa érdekében. Az FXIII-B-t in situ emésztettiik a sz{irdn
49 pL 20 mmol/L NaHCOsz puffer (pH 7,0) ¢és 1 puL (0,8lmU) PNGaz F
hozzéadasaval. A reakcidelegyet 37°C-on inkubaltuk egy éjszakéan at. Ezutan 100
uL. HPLC tisztasagli vizet adtunk a reakcioelegyhez, majd a felszabadult N-
glikdnokat 11 270 x g-n 10 percig centrifugaltuk a spin-sziir6n keresztiil. A
mintakat SpeedVacben beszaritottuk. A felszabadult N-glikanokat ezutan APTS-
szel jeloltiik az alabbiakban leirtak szerint. A denatural6 protokoll szerinti PNGaz
F-fel kezelt FXIII-B mintaval kapott eredményeket 0Osszehasonlitasként
haszndltuk a nem  denaturdlt FXIII-B emésztés  hatékonysaganak

megallapitdsahoz.

3.1.3. Fluorefér jelélés

Hat mikroliter 20 mmol/L APTS-t 15%-os ecetsavban és 2 uL. 1 mol/L NaCNBH3-
t (THF-ben) adtunk a szaritott glikdn mintakhoz, és 37°C-on inkubaltuk egy éjszakan at.
A jelolt mintakat magneses gyongyokkel tisztitottuk (SCIEX Fast Glycan Sample

Preparation and Analysis kit) a készlet hasznalati utasitdsa szerint, és azonnal elemeztiik



kapillaris elektroforézissel 1ézer indukalt fluoreszcencia detektalassal (CE-LIF) vagy -

20°C-on taroltuk a késébbi munkahoz.

3.1.4. Exoglikozidaz alapu szénhidrdt szekvendlds

Négy mikroliter HPLC tisztasagu vizet és 1 pL 50 mmol/l CH3COONH;4 puffert
(pH 7,5) adtunk 5 pLL APTS-szel jelolt N-glikdnhoz. Ezt az elegyet 37°C-on egy ¢€jszakan
at emésztettiik a(2-3,6,8,9) szialidaz A, a(1-2,3,4,6) fukozidaz, B(1-4,6)-galaktozidaz és
B(1-2,3,4,6)-N-acetilnexozaminidaz elegyével. Az emésztett mintakat SpeedVac-ben

megszaritottuk, majd CE-LIF segitségével elemeztiik.

3.1.5. Kapillaris elektroforézis lézer indukalta fluoreszcens detektaldassal
(CE-LIF)

Minden Kkapillaris elektroforézis analizist a P/ACE MDQ rendszeren (SCIEX)
végeztiink. Az elvalasztasokat LIF-detektalassal kovettik nyomon, 488 nm-es Ar-ion
lézerrel, 520 nm-es emisszios sziirével. Otven cm effektiv hosszasaga (6sszesen 60 cm),
50 um bels6é atmérdji szilicium-dioxid kapillarisokat alkalmaztunk N-CHO elvalaszto
g¢l pufferrel (mindketté a SCIEX-tdl) az analizishez. A mintdkat 5 masodpercig 1 psi
nyomason injektaltuk, és az elvalasztast forditott polaritasi lizemmodban, 30 kV
alkalmazasaval végeztiik. Az adatgylijtéshez és feldolgozashoz a 32 Karat szoftvert
(SCIEX) hasznaltuk.

3.1.6. Molekulatomeg meghatarozds gélsziiréssel

A nativ és deglikozilalt FXIII-B-t gélsziiréssel elemeztiik AKTA-komatografids
rendszerrel (Amersham Biosciences, Uppsala, Svédorszag). A méret-Kizarasos
kromatografiat HiPrep™ 16/60 Sephacryl®S-300 HR oszlopon (GE-Healthcare,
Chicago, IL) végeztiik. Az elualds szobahdmérsékleten Tris-pufferelt s6oldatban (50



mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, pH 7,4) 0,5 ml/perc aramlési sebességgel tortént. A
fehérjék eludlasat 214 nm-en kovettilk nyomon. A kalibracios gorbéhez standardként
tiroglobulint, ferritint, aldolazt, konalbumint és ovalbumint hasznaltunk (GEHealthcare,

Chicago, IL).

....

Az F13B knock-out (KO) egerek eldallitasa soran az F13B gén kiiitésére
CRISPR/Cas9 technolégiat hasznaltunk oly moédon, hogy inframe-stop-kodonokat
juttattunk a masodik exonjaba. A moédositott gén transzlacidja az elsé exon transzlacios
iniciacios helyérdl indult, de miutan az 6sszes 669 aminosavbol 29 beépiilt, leallt. A
modositas a Cas9 enzim révén a cr/tracr RNS-ek (IDT) altal iranyitott kétszala hasitason
¢s a homologiara épiild javitason alapul, amelyhez a kivant mutaciot tartalmazé templatot
egy egyszali oligodezoxinukleotid (ssODN) templaton (IDT) biztositottuk. A crRNS
célspecifikus szekvencidja a kovetkezé volt: ATCCTTCCATTTTCCACGGT. Cas9
fehérjét (30 ng/ul), cr/tracrRNS-t (1-1 pmol/pl) és ssODN-t (15 ng/ul) mikroinjektaltunk
a C57B1/6NTac egerek megtermékenyitett petéinek pronukleuszaiba. Az sSODN-templat
sorrendje (a modositott bazisok félkovér és dolt betlivel vannak szedve):
CCTCTCAGGAGAACTCTATGCAGAAGAGAAACAGTGTGATTTTCCTTAGTGA
GGAAAATGGAAGGATTGCCCAATATTATTATACGTTTAAAAGCTTTT.

A genotipizalashoz polimeraz lancreakciot (PCR) hasznaltunk. El6szor az alapito
egerekb6l amplifikaltuk a célrégiot PCR-rel, F13B specifikus general forward
(TGCAAACTGAAAGATCTGCCG) ¢és reverz (TGTAGCACCTTGGGTTTGGAG)
primerekkel, és ellendriztiik a szekvenciat. A szekvenalast megismételtik az F1
generdcioban. Vad tipusi €és knock out (KO) specifikus forward primereket
(AACAGTGTGATTTTCCTACCGTG ¢és AACAGTGTGATTTTCCTTAGTG) a
general reverz primerekkel egyiitt hasznaltuk a genetikai modositast hordozé egerek

azonositasara.



3.1.8. A deglikozilalt FXIII-B clearance vizsgalata

A vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga
jovahagyta. A nativ és deglikozilalt FXIII-B keringésbdl val6 kiiiriilésének vizsgalata és
Osszehasonlitasa céljabol 100 pl 300 pg/ml nativ, nem deglikozilalt ill. deglikozilalt
FXII-B-t injektaltunk hét, illetve hat FXIII-B knock out egér farokvénajaba. A
deglikozilalt FXIII-B eléallitasa a 4.1.3 részben leirtaknak megfeleléen tortént. Mindkét
csoportban 2-2 himnemi egér volt. A kisérletben résztvevd egerek 8-12 hetesek voltak.
A nem deglikozilalt és a deglikozilalt FXIII-B-t kap6 egerek testtomeg értékei 22,3 + 2,6
ill. 22,2 + 2,3 g volt. Az egerektdl az FXIII-B alegységek beadasat kovetden 1, 48 és 120
oraval késobb izofurannal végzett anesztézia mellett heparinizalt kapillarisban, 150 pl
vért vettlink a retro-orbitalis sinusbodl. A levett vérmintdkbol a plazmat 1300 x g-n, 15
percig tartd centrifugdlassal nyertiik. Az 0Osszegylijtott plazmamintakat az FXIII-B
ELISA technikaval torténd analiziséig —20°C-on taroltuk.

3.1.9. FXII-B koncentrdacio meghatdrozdsa

crer

intézetiinkben korabban kifejlesztett, egylépéses ELISA technikaval hataroztuk meg.
Ennek soran a sztreptavidinnel fedett mikrolemezeken 0,5 mol/L NaCl-ot, 0,05% Tween
20-at és 5 g/L szarvasmarha szérumalbumint (BSA) tartalmazo 0,15 mol/L (pH: 7,2)
foszfat pufferrel higitott plazma mintakhoz, biotinalt FXIII-B ellenes elfog6 és torma-
peroxidazzal (HRPO) jelzett FXIII-B ellenes detektald monoklonalis antitesteket adtunk.
A két FXIII-B ellenes antitest kiilonb6zd epitépok ellen irdnyult €s a szabad, ill.
komplexben 1évé FXIII-B-hez egyforman kotddott. A keveréket 1 oran keresztiil
inkubaltuk, majd 3 x 300 uL foszfat pufferrel torténé mosast kovetden tetrametilbenzidint
(TMB, 200 pL, 0,1 mg/L) és 0,006%-0s H20-t tartalmazo6 foszfat puftert (0,05 mol/L,
pH: 5) adtunk a mikrolemez valytiba. 30 perc mulva a reakciot HoSOs-gyel (2 mol/L, 50
pL) allitottuk le és az abszorbanciat 450 nm-en iEMS Reader MF microplate késziiléken
(Labsystem, Budapest, Magyarorszag) mértiik.
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3.2. Autoimmun XllIl-as faktor hidny szokatlan laboratériumi és

klinikai fenotipussal

3.2.1. Esetleiras

Az altalunk vizsgalt mintdk egy 67 éves francia nemzetiségli n6tél szarmaznak,
akinek kortorténetében magas vérnyomas, koros elhizas (suly 114 kg) és térdiziileti
gyulladés szerepelt. A korabban elvégzett vakbélmitét, 3 csdszdrmetszés ¢és egy
nemrégiben elvégzett sziirkehalyog mutétek soran vérzéses komplikaciok nem Iéptek fel.
Koreldzményében spontdn vérzés nem fordult eld.

A beteg 2017 novemberében rovid idére korhézba kertilt a térdébe kapott kortizon

injekcio miatt. A korhazi kezelések soran egy minor traumat kovetéen néhany nappal
késébb nagyméretii muszkularis hematoma alakult ki mindkét combjan (a jobb oldalon
220x97mm, a bal oldalon 195x55mm). A 8 vorosvérsejt transzfzid ellenére, a
hemoglobinja tovabbra is alacsony maradt. Ebben az iddszakban 45 napot toltott
koérhazban, melynek soran a helyes diagnoézist nem sikeriilt felallitani.
2018 januarjaban orvosi konzultaciora érkezett a Dijoni egyetemi korhdz hemofilia
kozpontjaba. A kiterjesztett hemosztazis vizsgalatok soran csokkent FXIII szintet
igazoltak a betegnél. Berichrom assay-vel (Dade, Behring Marburg, Németorszag) 17%
FXIII aktivitast mértek. Elvégezték az FXIII mutacids génanalizisét (exonok €s hatarold
intron régiok kétirdnyu szekvenaldsa), azonban mutaciot nem detektaltak. Keveréses
vizsgalatot is végeztek, melynek eredménye felvetette az FXIII ellenes antitest jelenlétét.
Bethesda Nijmegen assay-vel 1,51 BU antitest titert igazoltak. Egyéb alvadasi faktor
defektust nem talaltak. A klinikai, radiologiai €s laboratoriumi vizsgélatok nem tartak fel
az FXIII ellenes antitest jelenlétének okat. Nem taldltak bizonyitékot mas autoimmun
betegségre, fertdzo betegségre vagy neopladziara.

2018 majusaban hasi f4jdalom miatt komputertomografias vizsgalatot végeztek,
melynek soran egy nagyméretii hematomat azonositottak a rekeszizom jobb szaraban. Az
FXIII szubsztitaciot 5000 IU (44 Ul/kg) Fibrogammin®-nal (CSL Behring, Marburg,
Németorszag) kezdték, majd ezt 6 6raval késobb megismételték. A beteg FXIII aktivitas
értékeit az infizid utan 30 perccel, 1- majd 2 oraval levett mintaibol 17-20%-nak mérték

Berichrom assay-vel. Intervencios radiologia segitségével embolizaciot végeztek a vérzés
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megallitasa céljabol. Ezen kiviil a beteg naponta haromszor 1 g tranexamsavat és két
vorosvérsejt transzfziot kapott.

2018 janiusaban a beteg ismét korhazba kertilt spontan kialakult hematomékkal a
rekeszizom bal szaraban és a rectus abdominis izomban (45 mm x 116 mm X 65 mm). Az
FXIII szubsztiticido ellenére a vérzést nem tudtdk kontrolldlni, ezért egy ujabb
embolizacidt végeztek a vérzés megallitdsa céljabol. A beteg 11 vérlemezke- ¢és 4
vOrosvérsejt transzfiziodt kapott. Az autoantitestek felszamoldsa céljabol az alébbi
stratégiat alkalmaztak: 2018 majusaban a masodik vérzéses tiinet megjelenését kovetden,
az 1. naptol a 14. napig 1 mg/kg/nap prednizolont kapott, amelyet a 15. naptol
folyamatosan csokkentettek. Emellett 0,7 g/kg immunglobulint adtak 2 egymast kovetd
napon (1. és 2. nap) és a beteg 1 g Rituximab®-ot is kapott. A 2018. jiniusaban a masodik
korhazi kezelés soran 3 egymast koveté napon (13.-t6l 15.-ig nap) 0,7 g/kg
immunglobulinnal kezelték. Emellett 6 ciklusban kapott 10 mg/kg ciklofoszfamidot (21.,
35., 49., 70., 91. és 112. napokon), valamint 1 g Rituximab®-ot a 18. napon. Az
alkalmazott kezelések azonban nem befolyasoltak a beteg FXIII szintjét. 4 honappal az
utols6 vérzéses komplikaciot kovetden a beteg varatlanul mélyvénas trombdzist kapott,
mely pulmonaris emboliaval tarsult.

A beteg mintai ezt kdvetden keriiltek tanszékiinkre, ahol az intézetiinkben
kifejlesztett Technochrom FXIIl assay-vel elvégeztik az FXIII aktivitas
meghatdrozasokat, tovabba detektaltuk és karakterizaltuk a betegben jelenlévd FXIII
ellenes autoantitesteket.

A kutatas a Debreceni Egyetem Orvos €s Egészségtudomanyi Centrum Regionalis

¢és Intézmeényi Kutatasetikai Bizottsaganak jovahagyasaval tortént.

3.2.2. Fehérje prepardlas

A kisérletekben hasznalt tisztitott FXIII-A2B2-t humén plazmabol allitottuk eld.
A rekombinans FXIII-A; (rFXI1I-A2) Dr. E Olsen (Novo Nordisk, Mélev, Dania) kedves
ajandéka volt. A betegtdl és a normal egyénektdl szarmazé IgG-t affinitas
kromatografiaval izolaltuk, HiTrap Protein G HP oszlop (Amersham, Uppsala,

Svédorszag) segitségével.
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3.2.3. Plazma FXIII aktivitds és antigén szintjének meghatdrozdsa

A betegbdl szarmazo mintakat 0,109 M trinatrium-citratot tartalmazo csovekbe
gyljtotték és a plazma kinyeréséhez centrifugaltdk Dijonban, Franciaorszagban. A
mintakat -80°C hémérsékleten taroltak a Debrecenbe torténd szallitasig.

A plazma FXIII aktivitdsat Dijonban és Debrecenben is mddositott ammonia
felszabadulasi teszttel mértilk Berichrom® FXIII assay kit (Marburg, Németorszag),
illetve a Technochrom® FXIII assay kit (Bécs, Ausztria) segitségével. Az FXIII-A2B>
komplex, az FXIII-A és az FXIII-B antigén szintjét ELISA modszerrel hataroztuk meg.

3.2.4. A beteg IgG FXIII hoz valo kitodésének vizsgalata

A beteg IgG FXIII-Ax-hoz valo kotédési affinitasat feliileti plazmonrezonancia
(SPR) segitségével mértiikk a Biacore 3000 miiszerrel (GE Healthcare, Little Chalfont,
Egyesiilt Kiralysag). A beteg IgG-jét a CMD szenzorchip (XanTec, Diisseldorf,
Németorszag) 2. aramlasi cellajara (FC2) immobilizaltuk. Az 1-es kontroll &ramlasi cellat
(FC1) normal IgG-vel fedtiik le. Analitként kiilonb6zé koncentracioji rFXIII-Ax-t
hasznaltunk 10 mM HEPES-ben, 150 nM NaCl-ban, 3 mM EDTA-ban, 0,005 % (v/v)
surfactant-ban (pH 7,4).

Az asszociacios sebességi allando (ka), a disszociacios sebességi allando (kd), az
egyensulyi disszociacid (Kd) és az affinitasi alland6 (Ka) kiszamitasa a BIAevaluation

szoftverrel (GE Healthcare) tortént.

3.2.5. FXIII aktivaciolaktivitis gatlasanak vizsgdlata

Az FXIII ellenes inhibitor gatlo hatasat a Nijmegen szerint modositott Bethesda

crer

crer

és beteg IgG-vel 50 mM HEPES-ben, 100 mM NaCl-ban (pH 7,4), 60 percig a 37°C-on.

13



Ezutan az FXIII-at 20 U/mL human trombinnal és 10 mM CaClz-dal aktivaltuk, majd az
FXIII aktivitasat ammonia felszabaduldsi teszttel mértiik.

A beteg IgG hatdsat az FXIII-A trombin altali proteolitikus hasitasara Western
blot technikaval vizsgaltuk. Ebben az esetben 8,3 pg/mL FXII1-A2B2-t 300 ng/mL beteg
vagy normal IgG-vel inkubaltunk HEPES-pufferelt sdéoldatban (pH 7,4) 37°C-on, 60
percig. Ezutan az FXIII-t 5 U/mL human trombinnal és 10 mM CaCl,-dal aktivaltuk.
Kiilonb6z6 idtartamu inkubacid utan aliquotokat vettiink Ki a western blot analizishez.
A detektalashoz baranyban termeltetett poliklonalis anti-FXII1-A IgG antitestet (Affinity
Biologicals, Ancaster, Kanada) és Vectastain ABC Kit-et (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) hasznaltunk.

Szintén vizsgéltuk a beteg IgG hatasat a Ca®" indukalt aktivaciora nézve. Ennek
érdekében 8,3 ng/mL trombinnal hasitott FXIII-at 300 pg/mL beteg vagy normal IgG-vel
inkubaltunk 37°C-on, 60 percig, majd 10 mM CaCl,-vel aktivaltuk, és mértik a
transzglutaminaz aktivitast.

Végiil megvizsgaltuk a beteg IgG trombinnal és a Ca®* aktivalt FXIII-ra (FXI11-
A*2) kifejtett hatasat. Ennek soran az FXIII-t 20 U/mL trombinnal és 10 mM CaCl-dal
aktivaltuk, majd a mar aktivalt FXII1-t (FXIlla) 300 pg/mL beteg vagy normal IgG-vel

inkubaltuk 60 percig, 37°C-on. Az inkubaciot kovetden mértiik az FXIII aktivitasat.

3.3. Fibrinogén- és XIII faktor szintek hemodiafiltracios és

hemodializis kezelésben részesiilo ESRD betegekben

3.3.1. Betegek és mintavétel

A vizsgalatba harminc, kronikus dializiskezelésben részesiil6 ESRD-beteget (15
nd és 15 férfi) vontunk be. Eletkoruk 18-70 év kozott volt (median: 57 év, interkvartilis
tartomany: 41,5-64,5 ¢év). A diabetes mellitusban, rosszindulati betegségben ¢&s
hematologiai vagy vérzési rendellenességben szenvedd betegeket kizartuk. A

bevalogataskor az ESRD-betegek mar legalabb tizenkét honapja részesiiltek HDF-
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kezelésben, amely a dializiskozpontunkban a preferalt kezelési mod volt (a HDF-kezelés
medidn idGtartama: 54 honap, interkvartilis tartomany: 33-108 hénap).

A vizsgalatok soran modalitasvaltasra keriilt sor, két hétig tarto HD-kezelésre
allitottak at a betegeket, majd ezt kovetden ismét visszaallitottdk a HDF-kezelést. A
dializis kezeléseket hetente haromszor végezték, és egy kezelés mindkét kezelési
modozat esetében 240 percig tartott. Az aktualis HDF- vagy HD-kezelés el6tt, valamint
egy és négy oraval az aktualis kezelés megkezdése utan periférias vérmintakat vettiink
vakutainer csovekbe (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), amelyek 0,109 mol/l
natrium-citratot tartalmaztak. A citratos vérbdl a plazmat centrifugalassal (1500 x g, 20
perc, 4°C) valasztottuk el, a plazmamintak aliquotjait a tovabbi elemzésig -70°C-on
taroltuk.

A kutatas a Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi Centrum Regionalis
¢és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsdganak jovahagyasaval tortént. A vizsgalat teljes
mértékben megfelel a Helsinki Deklaracio etikai elveinek, minden egyén irdsos és szobeli

tajékoztatast kovetden irdsos beleegyezését adta a vizsgalatban valo részvételhez.

3.3.2. Laboratoriumi mérések

Az FXIII aktivitdst ammonia felszabadulasi teszttel hataroztuk meg, vak
korrekcio mellett, TECHNOCHROM® reagens készlet (Technoclone, Bécs, Ausztria)
felhasznalasaval, Modular EVO P800 analizatoron (Roche/Hitachi, Mannheim,
Németorszag). A komplex FXIll-antigén (FXIII-A2B2) koncentracidjat ELISA-val
mértiik.

Labexpert LX fibrinogén assay kit (Labexpert Kft., Debrecen, Magyarorszag)

segitségével.

crer

crer

bromkrezol lila abszorpcidés modszerrel mértik.
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3.3.3. Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai elemzését a Statistical Package for Social Science
(SPSS, 22.0, Chicago, IL, USA) és a GraphPad Prism 5.0 verzidjaval (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA) végeztiik. Az adatok ecloszlasat a Kolmogorov
Smirnov-teszttel értékeltiik. Az abrak szerkesztéséhez a GraphPad Prism szoftvert
hasznaltuk. Nem parametrikus eloszlas esetén a HDF-kezelést kovetden és a kéthetes HD-
kezelést kovetéen mért eredményeket Wilcoxon eldjeles rangteszttel, mig parametrikus
eloszlas esetén t-probaval hasonlitottuk Gssze.

Az egyes HDF- és HD-kezelések megkezdése eldtt, valamint az egy ¢és négy
oraval a kezelés megkezdése utan levett mintdkbol mért paraméterek kiilonbségeit
Friedman-teszttel (nem parametrikus eloszlas) vagy ismételt méréses ANOVA-teszttel
(parametrikus eloszlas) hasonlitottuk 0ssze. A kiilonbozé paraméterek kozotti

Osszefiiggést Spearman-féle rangkorrelacioval elemeztiik.

4. Eredmények

4.1. A Xlll-as véralvadasi faktor B alegységének N-glikozilacioja és

funkcionalis kovetkezményei

Az FXIII-B glikédn struktarajanak karakterizalasa érdekében eldszor a denaturalt
fehérje aszparaginhoz kotott szénhidrat komponenseinek atfogd analizisét végeztiik el. A
denaturalt FXIII-B alegységrél az N-glikanokat PNGase F-fel vagtuk le, a felszabadult
cukor komponenseket APTS-szel jeloltiik és a magneses gyongyokkel torténd tisztitasi
1épést kovetden CE-LIF technikdval analizaltuk. A fehérje denaturdlasara azért volt
sziikség, hogy a glikoprotein teljesen ki tudjon tekeredni, ezaltal biztositva az
endoglikoziddz enzim teljes hozzaférését az N-kapcsolt cukor struktarak hasitdsdhoz.

Ezenkiviil az FXIII-B exoglikoziddz emésztését is elvégeztiik az adatbazisban
javasolt struktarak ellendrzésére. A denaturalt FXIII-B-rél a szialidazt, szialidazt + f3-

galaktozidazt, szialidazt + B-galaktozidazt + fukozidazt és szialidazt + B-galaktozidazt +
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fukozidazt tartalmaz6 exoglikoziddz-keverékek matrix szertien torténd hozzaadasaval
szabaditottuk fel az N-glikanokat, melyet APTS-szel jeldltiink.

Az exoglikoziddz enzimekkel végzett szekvenalds eredményeként az aldbbi
sturktarakat ~ azonositottuk: egy  trisialo (A3G(4)3S(6,6,6)3), egy bisialo
(A2G(4)2S(6,6)2), egy diszialo bisecting (A2BG(4)2S(6,6)2), egy disialo core-fukozilalt
(F(6)A2G(4)25(6,6)2), egy disialo core-fukozilalt bisecting (F(6)A2BG(4)2S5(6,6)), egy
monoszialilalt bisecting (2A2[3]BG(4)1S(6)1), egy monoszialilalt (A2G(4)2S(6)1) és két
monoszialilalt core-fukozilalt (F(6)A2[6]G(4)2S(6)1), F(6)A2[3]G(4)2S(6)1. A
roviditett glikdn szerkezeti elnevezések ¢€s jelolések Harvey €s munkatérsai altal javasolt
nomenklatira alapjan torténtek.

Mivel szintén kivancsiak voltunk az FXIII-B nem-denaturdl6 koriilmények kozott
torténd deglikozilacidjdnak hatékonysaga is, ezért a nativ fehérjét denaturalas nélkiil, egy
kétlépeses protokoll segitségével PNGase F-fel emésztettiik. Ennek elsdé 1épéseként a
fehérjét a denaturalt koriilmények esetén alkalmazott PNGase F 10-szeres mennyiségével
emésztettiik. Ezt a 1épést a PNGase F normal koncentracioval térténd emésztése kovette,
melyet az anyagok és modszerek részben részletesen leirasra keriilt. A nativ fehérje
ismételt PNGase F emésztése két kiilonb6zé koncentracidban sikeres deglikozilaciot
eredményezett, amely a fehérjéhez kapcsolodd szénhidrat strukturak hidnyanak
igazolasaval nyert megerdsitést. Ebben a kisérletben a nem-denaturalt FXIII-B-t, mely a
kétlépéses emésztési protokollt kdvetden visszamaradt, denaturdltuk és ezt kdvetden
alavetettiik egy ismételt PNGase F emésztésnek. Az elsd, nem denaturdld koriilmények
kozott végzett PNGase F emésztés a szénhidrat komponensek koriilbeliill 70%-at
tavolitotta el az FXIII-B glikozilacios helyeirdl. A masodik, szintén nativ koriilmények
kozott torténd PNGase F kezelés lathatéoan eltavolitotta a cukorstruktirakat. A
visszamaradt pellet denaturdlasa és 0jboli PNGase F emésztése mar nem eredményezett
detektalhat6 glikanokat, bizonyitva ezzel a nativ fehérje teljes deglikozilaciojat.

Tudomasunk van arrol, hogy idaig csak egyetlen kisérletet tettek az FXIII-B
deglikozilalasara; ebben az esetben azonban nem vizsgaltak a deglikozilacid mértékét, a
felszabadulo szénhidratok Osszetételét és a deglikozilacio teljességét. A nativ FXIII-B
teljes deglikozilacidja, ahogyan azt ebben a tanulméanyban leirtuk, eszkézt nyujt a
fehérjéhez kapcsolddd N-glikdn szerkezet funkciondlis/szerkezeti szerepének

feltarasahoz.
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Itt eldszor azt vizsgaltuk, hogy a deglikozilacioé befolyasolja-e az FXII1-B dimer
szerkezetét. Az FXIII-B dimer kialakuldséért felelds helyek a negyedik és kilencedik
sushi-doménen vannak, és figyelembe véve a glikanrészek kozelségét ezekhez a
helyekhez, feltételezhetd, hogy befolyasolhatjak az FXIII-B dimerizaciojat. Gélfiltracios
kisérleteink alapjan a deglikozilalt FXIII-B molekulatomege valamivel kevesebbnek
bizonyult, mint az N-glikanokat tartalmazo6 formaé. Ez az eredmény nem meglepd, hiszen
a cukorkomponensek el lettek tavolitva a fehérjérél. A két forma molekulatémegének
kozelsége jol jelzi, hogy az FXIII-B dimer szerkezete a deglikozilaciot kovetOen is
megmaradt.

A deglikozilaci6 hatasat az FXIII-B keringésben valo élettartamara nézve FXIII-
B knock-out egerekben vizsgaltuk. A fajok kozotti kiilonbség, azaz, hogy human FXIII-
B-t injektaltunk egérbe, valdszinilileg befolyasolta és fel is gyorsitotta az elimindcio
sebességét. Human vonatkozasban nem allnak rendelkezésre adatok a szabad FXIII-B
plazmaban valo félélet idejére nézve. A nativ human FXIII-B eliminacids rataja az FXIII-
B knock-out egerekben gyorsabb volt a vartnal, a gyorsabb fehérje eliminacid betudhatd
a fajok kozotti kiillonbségeknek. Azonban az erételjes kiilonbség a nativ és a deglikozilalt
human FXIII-B; eliminacidos sebessége kozott, azt sugallja, hogy a szénhidrat

komponensek jelenléte meghosszabbitja a fehérje fél¢let idejét a keringésben.

4.2. Autoimmun Xl11-as faktor hiany szokatlan laboratoriumi és

klinikai fenotipussal

Az altalunk vizsgalt 67 éves nd, rovid idore korhazba kertilt a térdébe kapott
kortizon injekcid miatt. A korhazi kezelések soran egy minor traumat kovetden néhany
nappal kés6bb nagyméretli muszkularis hematoma alakult ki mindkét combjan. Kordbban
spontan vérzést €s miitét utdni vérzéses szovodményt nem jegyeztek fel. Nyolc
vorosvérsejt-transzfuzio ellenére a hemoglobin-koncentracioja alacsony maradt. Tobb
téves diagnozissal 45 napig volt korhazban. Ezt kdvetden a Dijoni Egyetemi Korhaz
Hemophilia Care Centerében tartott orvosi konzultaci6 soran FXIII-hidnyra gyanakodtak,
és 17%-0s FXIll-aktivitast mértek vak kompenzacié nélkiil, Berichrom assay (Dade

Behring) segitségével.
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Az ilyen mértékti FXIII deficiencia azonban nem magyardzza a betegnél
jelentkez6 stlyos vérzéses komplikaciokat. Ezért intézetiinkben Technochrom assay-vel
a beteg mintaibol ismételten elvégeztiik az FXIII aktivitdis meghatarozasokat. Vak
korrekcid nélkiil mi is hasonlo, 18,5%-os FXIII aktivitast mértiink, azonban a vak
korrekcio alkalmazésaval végzett mérések egyértelmiien igazoltak, hogy a beteg valodi
FXIII aktivitasa a detektalhatosdgi hatér alatt volt. A beteg mérhetetleniil alacsony FXIII
aktivitas értékeit, az FXIIl fibrin keresztk6td képességének teljes hidnya szintén
alatdmasztotta. Az FXIIIA1 génben az exonok és a kisérd intron régiok kétiranyt
szekvenalasaval mutaciot nem azonositottak.

A betegben jelenlévé FXIII ellenes gatldo hatdsu autoantitesteket keveréses
vizsgélattal detektaltuk és a Bethesda-Nijmegen assay alapjan 74 Bethesda unitnak (BU)
mértiik. ELISA technikaval sem FXIII-AzBz-antigént sem FXIII-Az-antigént nem
tudtunk detektalni a beteg plazmajabdl. Ezzel szemben az FXIII-B antigén szintje a
referencia intervallumon beliil volt. A Western-Blot analizis soran ellentmond6
eredményre jutottunk, ugyanis jelentds mennyiségii FXIII-A-t tudtunk detektalni a beteg
plazma mintdjabol. Ezen eredmények hatterében az 4llt, hogy a beteg plazmajaban
jelenlévo autoantitest interferalt az ELISA modszerben alkalmazott monoklonalis FXIII-
A ellenes antitestekkel.

A kozelmultban tovabbi technikdkat javasoltak a faktorellenes autoantitestek
pontosabb jellemzésére, kiilondsen az FXIII ellenes autoantitestek esetén. Esetiinkben az
autoantitest rekombinans FXIII-Az-vel szembeni affinitasat feliileti plazmonrezonancia
(SPR) segitségével hataroztuk meg Biacore 3000 miuszerrel. A vérakozasoknak
megfelelden az antitest nagy affinitast mutatott az FXI11-Az-hoz, a KD értéke 2,77 + 0,66
x 10-9 mol/L-nek adodott.

Az inhibitor titer Bethesda-Nijmegen meghatarozasa mellett, elvégeztiik a beteg
IgG-jének 50 9%-os gatlo hatasat eredményezO koncentracid (ICso) értékének
meghatdrozasat is. Méréseink soran az 50%-os gatlé hatast 74 + 8,6 pg/ml IgG
koncentracional értiik el, mig 300 pg/ml-es koncentracio felett az FXIII aktivitas csaknem
teljes gatlasa volt megfigyelhetd. Egészséges egyénektdl szarmazo IgG esetén még a
legmagasabb koncentracidé mellett sem tapasztaltunk gatlo hatast.

A betegben megjelend autoantitestek gatolhatjdk az FXIII-A trombin altal torténd

hasitasat, a Ca?* indukalta strukturalis atrendezédést és az FXIIla transzglutaminaz
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aktivitasat. Az autoantitest kombinalt gatld hatas kifejtésére is képes lehet. Ezért az
autoantitest gatld hatdsanak jellemzése céljabol kiilon-kiilon megvizsgaltuk ezeket a
lehetdségeket.

A beteg IgG hatasat az FXIII-A trombin altali proteolitikus hasitdsara nézve
Western-blot technikaval vizsgaltuk. Az id6 elérehaladtaval az FXIII-A hasitdsa normal
¢s a beteg IgG jelenlétében, arra utalt, hogy az inhibitor az AP-FXIII trombin &ltal torténd
lehasitasat nem gatolta, ugyanis a nem hasitott FXIII-A-nak megfelel6 savok intenzitasa
azonos mértékben csokkent a beteg, illetve a normal IgG jelenlétében.

Vizsgaltuk a beteg IgG kombinalt hatasat a Ca2+ altal indukalt FXIII-aktivaciora
¢s az FXIIla aktivitasara is. Ebben a felallasban a beteg IgG kozel teljes (92,3%) gatlast
gyakorolt.

Végezetiil megvizsgaltuk a beteg IgG FXIlla-ra kifejtett hatasat. Ebben az esetben
az FXIIla beteg IgG altal torténd gatlasa mérsékelt volt: 300 pg/ml IgG a
transzglutaminaz aktivitasat 44%-kal csokkentette, mely arra utal, hogy a
transzglutaminaz aktivitas gatlasa csak részben jarul hozza a Ca®* indukalta aktivacio és
az FXllla aktivitas egylittes gatldsdhoz. Ezen eredmények és az ajanlott klasszifikacios
séma alapjan a neutralizalé FXIII-A ellenes autoantitest kombinalt tipusu (IV. tipus).

A beteg a megfigyelt idészak alatt tranexamsavat és kortikoidokat kapott. Ez id6
alatt két alkalommal volt stlyos vérzéses komplikacioja. Az elsé a jobb rekeszizom
szarban megjelend nagyméretli hematoma volt, melyet késébb bal rekeszizom szar
hematoma és rectus abdominis izom hematoma kovetett. Fibrogammin® adéasaval nem
tudtdk megallitani a vérzést, az FXIII aktivitas csak kis mértékben és csak atmenetileg
emelkedett meg. A vérzéseket végiil intervencids radiologiai technikaval torténd
embolizacidval sikeriilt elallitani.

Az els6 vérzéses epizodot kovetben eradikacios terapia indult Rituximab és
immunglobulin, késébb pedig ciklofoszfamid vagy bortezomid adasaval. Az eradikacio
jelentdsen csokkentette az inhibitor titert, de az teljesen soha nem eliminalddott; a
legalacsonyabb titerek 0,9-4,0 BU voltak és az FXIII aktivitas értékek is a
detektalhatdsagi hatdr alatt maradtak. 4 honappal az utolsdé vérzéses komplikaciot
kovetden a beteg varatlanul mélyvénas trombozist kapott, mely pulmonaris embolidval

tarsult.
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A vena cava inferiorba az antikoagulans kezelés ellenjavallata miatt sziirdt

helyeztek be. A folyamat kedvezden alakult, j6 rekanalizacidval.

4.3. Fibrinogén- és XIII faktor szintek hemodiafiltraciés és

hemodializis kezelésben részesiil6 ESRD betegekben

A HDF kezelésben részesiild betegek 56,6%-aban a fibrinogén koncentraciok a
referencia tartomany (1,5-4,0 g/l) folé estek. Az atlagos fibrinogén koncentracio
4,21+0,82 g/l-nek adodott. A HDF-r6l HD kezelésre torténd modalitas valtas nem
befolyasolta szignifikdnsan a fibrinogén koncentraciot. A HD kezelésben részesiilo
betegek 50%-aban az tovabbra is a referencia tartomany folé esett 4,23 + 0,87 g/I
atlagértékkel. Megjegyzendd, hogy a referencia tartomanyon beliili fibrinogén értekek
tulnyomo része is a referencia tartomany felso részébe esett.

. Mivel a fibrinogén egy akut fazis fehérje és koztudott, hogy az ESRD betegek
gyakran szenvednek valamilyen gyullad4sos korképben igy annak kizarasara, hogy az
emelkedett fibrinogén értékek hatterében nem valamilyen gyulladasos folyamat all, a
betegek mintdibol CRP meghatdrozast is végeztiink, mely értékeket korrelaltattuk a
fibrinogén koncetraciokkal.

A HDF kezelt betegek 56,6%-aban a CRP koncentracié a referencia tartomany
(n6k esetén: 4,6 mg/L, férfiak esetén: 5,2 mg/L) f6lott volt. Az ESRD betegek CRP
Interquartile range): 4,02-15,15 mg/L). Négy, HDF kezelésben részesiilé6 beteg CRP
érteke 50 mg/L f616tti volt, melynek hatterében akut gyulladas allt.

Annak ellenére, hogy a két hétig tarto HD kezelés alatt a CRP szintek individualis
valtozasokat mutattak, altalanossagban elmondhato, hogy ezek a valtozadsok nem voltak
szignifikansak. A betegek 53%-aban az értékek tovabbra is a referencia tartomany folott
maradtak (median: 4,75 mg/L, IQR: 2,52-14,33 mg/L).

A lathat6 magas determinacids koefficiensek (rz: 0,647, ill. 0,671 HDF és HD
kezelésben részesiilo betegek esetén), jol demonstraljak a szignifikans korrelaciot (p <
0,001) a gyulladasos folyamatok és a fibrinogén szintek kozott. Sem a HDF-kezelés
idétartama (% 0,018, p = 0,590), sem a betegek életkora (r?: 0,035, p = 0,267) nem
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mutatott szignifikdns korrelaciot a fibrinogén szintekkel. Tovabba nem volt szignifikans
kiilonbség a nemek kozott a dializis kezelés eldtti fibrinogén és CRP koncentraciokban.

A kovetkezé kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy a normal hemosztazis
fenntartasdhoz nélkiilozhetetlen és a trombotikus betegségek patomechanizmusdban
szerepet jatszo FXIII koncentracidja valtozik-e ESRD-ben.

Az FXIII szinteket mind funkcionalis teszttel, mind antigén meghatarozassal is
mértiik. Hasonl6 eredményeket figyeltiink meg mindkét mérési modszerrel, mind a HDF
mind a HD kezelések soran, melyet j6l mutatnak a determinacios koefficiens értékei. A
HDF csoportban (r2: 0,876, p <0,001) a HD csoportban (r2: 0,916, p <0,001).

A HDF csoportban az atlagos FXIII aktivitas 127,1 + 27,3 %, az atlagos antigén
koncentracio pedig 25,9 = 5,6 mg/l-nek adodott. A két hétig tartdo hemodializis kezelés
alatt nem tortént szignifikdns véaltozas az FXIII értékekben (FXIII aktivitas: 134,0 +
29,8%, FXIII antigén: 27,1 + 6,7 mg/L-nek adoddott). Az atlagok minden esetben a
referencia intervallum fels6 harmadaba estek.

A HDF csoportban az egyéni FXIII aktivitas értékek 27 %-a és az FXIII antigén
értekek 33%-a megahaladta a referencia tartomany felsé értékét. A HD csoportban az
aktivitas értékek 43%-a, az antigén értékeknek pedig a 40%-a esett a referencia tartomany
folé. A kapott eredmények azt mutatjak, hogy az ESRD betegben az egészséges
egyénekhez viszonyitva emelkedett FXIII koncentraciok figyelhetok meg.

Mind az FXIII aktivitas (r*: 0,132, p = 0,061), mind az antigén (r>: 0,147, p =
0,070) gyenge, nem szignifikans korrelaciot mutatott a betegek koraval. A HDF-kezelés
hossza nem korrelalt az FXIII-szintekkel (rz: 0,004, p = 0,769 az FXIIl-aktivitas esetében
és % 0,003, p = 0,272 az FXIll-antigén esetében). Sem a fibrinogén-, sem a CRP-
koncentracié nem befolyasolta szignifikdnsan az FXIII-aktivitast vagy az antigénszintet
a HDF-kezelt betegeknél (r?: 0,001 és <0,001 a fibrinogén esetében, ?: 0,007 és 0,004 a
CRP esetében). Nem volt nem-specifikus kiilonbség a HDF- vagy HD-kezelt betegek

A fenti eredményekbdl megtudtuk, hogy a HDF és HD kezelések hogyan
befolyasoljak a fibrinogén és FXIII szinteket hosszutdvon, azonban tovabbi érdekes
kérdés maradt, hogy ezen paraméterek hogyan valtoznak a négy oran keresztiil tarto HDF

¢és HD kezelések alatt. Mivel mind a plazmaviz mind a plazma fehérjék szintje jelentdsen
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valtozik a dializis kezelések soran, igy a torzitas elkeriilése végett az egyes mintakhoz
tartozé albumin értékekkel elvégeztiik az adatok korrigalasat.

Ahogyan az varhato6 volt az albumin koncentracié fokozatosan emelkedett a 4 6ras
HDF ¢s HD kezelések soran. A HDF kezelésben részesiilo betegek dializis elott mért
albumin koncentracidja (median: 37 g/I, IQR: 35-40 g/1) szignifikdnsan megemelkedett a
4 oras HDF kezelés kovetkeztében (median: 42 g/l, IQR: 38-44 g/l, p < 0,001). A HD
csoportban hasonldo emelkedés volt megfigyelheté (median albumin koncentracio a
dializis el6tt: 39 g/l IQR: 36-41 g/1, a dializis utan 44 g/I, IQR: 40-48 g/l, p < 0,001).

Hasonloan, a plazma fibrinogén koncentracidja is szignifikansan megemelkedett
a 4 oras kezelések alatt. Az albuminra torténd korrigalast kdvetden a dializis el6tt és a 4
orés kezelés utan mért fibrinogén értékek kozoti kiilonbségek eltlintek, ami egyértelmiien
bizonyitja, hogy a fibrinogén koncentraciok kezelések soran bekdvetkezett emelkedése a
plazma bekoncentralédasanak volt az eredménye.

Az FXIII értékek estében mas volt a helyzet. Az albuminra nem korrigalt FXIII
aktivitds értékek jelentds emelkedést mutattak mind a HDF mind a HD kezelések
hatasara, azonban a statisztikailag szignifikdns emelkedés a korrigaldst kdvetden
tovabbra is megmaradt. Az FXIII antigén értékek valtozasa hasonld volt, mint az FXIII

aktivitas értékeke.

5. Megbeszélés

Osszefoglalva a FXIII-B glikoproteinnel végzett kisérleteinket, elmondhatjuk, hogy
sikeriilt a FXIII N-glikan profiljanak teljeskorii karakterizalasa, tovabba kifejlesztettiink
egy olyan protokollt, mely lehetévé tette a fehérje PNGase F enzimmel torténd teljes
deglikozilaciojat. Az ilyen médon deglikozilalt fehérje tovabbi biokémiai kisérletekben
hasznalhat6, melyek segitenek megérteni a FXIII-B N-glikozildcigjanak biologiai
jelentdségét.

Csak egyetlen olyan kozleményrdl van tudomasunk, melyben megkisérelték a FXIII-
B deglikozilacigjat, azonban ebben az esetben sem a deglikozilacié mértékét, sem a
felszabadul6 szénhidrat komponensek Osszetételét, sem a deglikozilacio sikerességét nem

vizsgaltak. A nativ FXIII-B teljes deglikozilacioja, ahogyan ebben a tanulmanyban
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leirtuk, lehetdséget kinal a fehérjéhez kapcsolodd N-glikanok funkcionalis és strukturalis
szerepének feltarasara.

Mi vizsgaltuk el6szor, hogy a deglikozilacio befolyasolja-e a FXIII-B dimer
szerkezetét. A FXIII-B dimerek kialakuldsaért felelds szakaszok a 4. és a 9. sushi
doméneken taldlhatok és figyelembe véve a glikan strukturdk kozelségét ezekhez a
helyekhez, az egyik feltevésiink az volt, hogy befolyasolhatjak a FXIII-B dimerizaciojat.
A deglikozilalt FXIII-B molekulastlya, valamivel kevesebb volt, mint a nativ formag¢, ez
annak a kovetkezménye, hogy a szénhidrat komponenseket eltavolitottuk a fehérjérol.
Azonban a deglikozilalt és a nativ FXIII-B meghatarozott molekulatdmegének kozeli
értéke azt mutatja, hogy a dimer struktira a deglikozilaciot kovetéen is megmarad.

A deglikozilacié hatdsat a FXIII-B keringésben eltoltott élettartamara nézve FXIII-
B knock-out egerekben vizsgaltuk. A fajok kozotti kiilonbség, azaz a human FXIII-B
egerekbe torténd injektaldsa nagy valoszintiséggel befolyasolta és fel is gyorsitotta az
eliminacid sebességét. Nincs elérhetd adat a szabad, human FXIII-B plazmaban eltoltott
félélet idejére vonatkozodan. FXIII-A hianyos betegekben, a FXIII-A2B2 komplex-,
valamint a rekombinans FXIII-A; (amely a keringésben Osszekapcsolodik e betegek
FXI111-B alegységével) félélet ideje 6,2 és 16 nap kozott valtozott. Azonban a komplexben
1évo FXIII-B; felélet ideje jelentdsen eltérhet a nem komplexben 1évo fehérje keringésben
eltoltott idejétél. A nativ humén FXIII-B; eliminacids sebessége a FXIII-B KO-
egerekben gyorsabb volt a vartnal, amely betudhat6 annak, hogy a beadott fehérjék nem
azonos fajbol szdrmaztak. Azonban az erdteljes kiilonbség a nativ és a deglikozilalt
FXII-B, elimindcidos sebessége kozott azt sugallja, hogy a glikan struktira

meghosszabbitja a FXIII-B; élettartamat a keringésben.

PhD értekezésem tovabbi célja volt egy FXIII-A ellenes autoantitest okozta, szerzett
FXIII hidnyban szenvedd beteg kortorténetének és korrekt diagnoézisanak részletes
ismertetése, mellyel gyarapitani tudjuk a FXIII ellenes antitestek patologias jelentdségét

leir6 irodalmat.
Az oroklott FXIII-A hianyban szenvedd betegek sulyos, vérzéses tiinetei jol jelzik a

FXIII normal hemosztazis fenntartasdban vald fontossagat. Az altalanos populaciéban a

FXII-A hiany az egyik legritkabb 6roklott véralvadasi zavar (egy a kétmilliohoz). A
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FXIII ellenes autoantitestek okozta vérzéses hajlam szintén egy ritka allapot, egy 2018-
as atfogd tanulmanyban 48 mar korabban kozolt, jol definialt esetet foglaltak Ossze, 47
betegnél FXIII-A ellenes, 1 betegnél FXIII-B ellenes autoantitesteket azonositottak. Az
autoantitestek megjelenése 0Osszefiiggésben lehet autoimmun korképekkel, azonban
kiilonosen id6és betegeknél gyakori az idiopatias el6fordulas. A képzodott autoantitest
zavarhatja a FXIII aktivaciojat, gatolhatja a FXIIla TG aktivitasat, és immunkomplexet
képezve a fehérjével, felgyorsithatja annak kitirtilését a keringésbol.

A trombotikus komplikaciok ritkasdgnak szamitanak a FXIII ellenes autoantitesttel
rendelkez6 betegekben, csupan néhany esetet irtak le és egy résziiket hatalmas hematéma
miatti vénakompresszionak tulajdonitottak. A mi esetiinkhdz hasonldan két tovabbi olyan
esetet irtak le, melyben a betegeknél pulmonaris embolia alakult Ki.

A FXIII-A ellenes autoantitestek kovetkeztében kialakulo, szerzett FXIII hiany
diagndzisa €s klinikai kezelése meglehetdsen nagy kihivast jelent. Az altalunk bemutatott
eset jol demonstralja, hogy a varatlan eltérések a laboratériumi eredmények értékelésben
jelentésen megnehezithetik a korrekt diagnozis felallitasat és az eldre nem lathat6 klinikai
torténések bonyolithatjdk a klinikai lefolyast.

Az altalunk leirt eset kapcsan az alabbi kovetkeztetések vonhatoak le:

1. a FXIIl aktivitds vak korrekcid nélkiil torténd meghatirozasa jelentdsen
félrevezethet a faktor hiany sulyossaganak megitélésében.

2. a betegben jelenlévd FXIII-A ellenes autoantitest interferdlhat az immunoassay
soran hasznalt antitesttel, ezaltal a FXIII-Az és FXIII-A2B2 antigén szintek
nagyfoku alamérését eredményezheti.

3. a Nijmegen-Bethesda assay mellett, az ICsop és a disszociacios konstans
meghatdrozasa szintén hasznos az autoantitest megfelel6 karakterizalasa céljabol.

4. a megfeleld klasszifikaciohoz sziikséges azonositani a mechanizmust, amely
alapjan az autoantitest interferal a FXIII aktivaciojaval/aktivitasaval.

5. a gatld hatasa FXIII-A ellenes autoantitest nem védi meg a beteget a

tromboembdlids szovédményektol.

ESRD betegekben a trombotikus és a vérzéses korképek kialakuldsanak kockazata
egyarant jelentds. A véralvadasi rendszerben bekdvetkezd valtozadsok hozzédjarulhatnak

ezen elvaltozasok patogeneziséhez. Ezért az alvadasi és fibrinolitikus faktorok vizsgalata
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segithet felfedni az okokat, melyek ezen paradox helyzet hatterében allnak. Erdekes
kérdés, hogy az emelkedett FXIII szint az ESRD betegekben hozzdjarul-e az
aterotrombotikus vagy tromboembolids korképekhez. Ezt a feltevést mar néhany
tanulmanyban vizsgaltak, de ezek alapjan altalanos kovetkeztetést nem lehetett levonni.

A hemodializisben részesiilo6 ESRD betegeken végzett tanulmanyunk soran kettds
célt thztiink ki. Egyrészt, hogy megvizsgaljuk a hemodializis kezelés hosszatava hatasat
a véralvadas utolsd szakaszdban kulcsszerepet jatszo komponensek aktivitasara és
HDF-t és HD-t. Masrészt, ezen kezelések rovid tava hatasainak tanulmanyozasa, azaz az
egyéni valtozasok nyomon kovetése a négyoras dializis kezelések soran.

A fibrinogén, a fibrin prekurzor fehérjéje, mely a hemosztazisban betdltott
kulcsfontossagu szerepe mellett, a sebgyogyulés folyamatéban is jelentds szerepet jatszik.
Az emelkedett fibrinogén koncentracié az aterotrombotikus megbetegedések, mint a
hemorragias stroke €s az iszkémias szivbetegség fiiggetlen riziko faktora. A kronikus HD
kezelésben részesiil6 ESRD betegeken végzett néhany tanulmany, a dializis kezelés eldtt
levett vérmintakbol mért emelkedett fibrinogén koncentraciordl szamolt be, habar egy
résziiknél az emelkedés mértéke nem érte el a statisztikailag szignifikans értéket.
Méréseink soran hasonldan a kordbban kozolt tanulmanyok eredményeihez, emelkedett
fibrinogén értékeket kaptunk a dializis eldtt levett mintakbol. HDF kezelés esetén a
betegek 56,6%, HD kezelés esetében a betegek 50,0%-dban a plazma fibrinogén
koncentréciodja a referencia tartomany folé esett. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget
a HD és a HDF hatésa kozott. Mindkét kezelési tipus esetében a dializis el6tti fibrinogén
¢s CRP szintek szoros Osszefliggést mutattak €s a magas determinécids koefficiensek is
arra utaltak, hogy legalabb részben az akut fazis fehérjék emelkedett szintézise felelds az
emelkedett fibrinogén szintekért. Egyéb vizsgalt valtozok, mint a dializis kezelés hossza,
a kor és a nem, nem befolyasolta a dializis el6tt mért fibrinogén koncentraciot. A kezelés
elotti emelkedett értékeket feltehetden a fibrinogén szintézisre gyakorolt hosszabb ideje
tart6 hatasok hatarozzak meg, egyetlen dializis kezelés akut hatdsat nagy valoszintiséggel
mas, gyorsan hato tényezdk is befolyasoljak. Mind a HDF mind a HD kezelések soran a
fibrinogén koncentracidok fokozatos emelkedését figyeltiik meg. Azt feltételeztiik, hogy
ezek az emelked6 értékek a betegek plazmdjanak dializis kezelés alatti

bekoncentralodasanak voltak tulajdonithatok, ezt a feltevésiinket alatdmasztotta, hogy az
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egyes mintak albumin értékeivel torténd korrigalasat kdvetden a fibrinogén szintek mar
nem mutattak fokozatos emelkedést a kezelések soran.

A hemodializis kezelés ESRD betegek FXIII szintjére kifejtett hatasat csupan
néhany tanulmanyban vizsgaltak. Kolb és munkatarsai normal FXIII aktivitas és FXIII-
A antigén szinteket mértek dializis kezelés eldtt levett mintakbdl, tovabbi két
tanulmanyban azonban szignifikdnsan emelkedett FXIII-A koncentraciokrol szamoltak
be.

Esetiinkben a FXIII aktivitast és a FXIII-A2B2> komplex koncentracidjat
parhuzamosan hataroztuk meg. A HDF csoportban az egyéni FXIII aktivitas értékek 27
%-a és a FXIII antigén értékek 33%-a meghaladta a referencia tartomany felsé értékét. A
HD csoportban az aktivitas értékek 43%-a, az antigén értékeknek pedig a 40%-a esett a
referencia tartomany folé. A kapott eredmények azt mutatjak, hogy az ESRD betegek egy
jelentds részében az egészséges egyénekhez viszonyitva emelkedett FXIII koncentraciok
figyelheték meg. A 4 6ras HDF és HD kezelések alatt a FXIII aktivitas szignifikans
emelkedést mutatott. A fibrinogén szintekkel ellentétben az albumin koncentracioval
torténd korrekciot kovetoen a FXIII értékek tovabbra is emelkedettek maradtak, habar a
szignifikancia szintje valamelyest csokkent. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy a
kezelések alatt a betegek plazmajanak bekoncentralodasa nem magyarazza az emelkedett
FXI11 szinteket és tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak érdekében, hogy feltarjuk azt a
mechanizmust, amely a FXIII szintek emelkedéséhez vezet ESRD betegekben a

hemodializis kezelés soran.
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6. Osszefoglalas

Az FXIII véralvadasi faktor védd/stabilizald funkciot ellatd B-alegysége egy 80
kDa molekulastulyu glikoprotein, mely két N-glikozilacios helyet tartalmaz. A glikdnok
FXIII-B szerkezetében és funkcidjaban betoltott szerepét ezidaig még nem vizsgaltak.
Ezért célunk volt az FXIII-B-hez kapcsolddo glikanok felszabaditasa, majd ezt kvetéen
a pontos szerkezetiik azonositdsa, valamint egy olyan mddszer kidolgozéasa, mely
lehetévé teszi a fehérje nativ koriilmények kozott torténd deglikozilacidjat, hogy
megvizsgaljuk milyen hatésa van a glikdnoknak az FXII1-B dimer szerkezetére, valamint
keringésben eltoltott félélet idejére nézve. Az aszparaginhoz kapcsolddod szénhidratokat
a human FXIII-B-r61 PNGase F enzimmel vagtuk le. A felszabadult N-oligoszacharidokat
fluoroforral jeloltiik és kapillaris elektroforézissel vizsgaltuk. A glikanok pontos
szerkezetének azonositisahoz exoglikoziddz alapli szekvenalast ¢és adatbazist
hasznaltunk. A deglikozildlt FXIII-B szerkezetét gélfiltracioval vizsgaltuk. A
deglikozilalt és nativ FXIII-B plazmabol torténd kiiirtilését FXI11-B knock-out egerekben
vizsgaltuk és hasonlitottuk 6ssze. A PNGase F emésztés teljesen eltavolitotta az N-
ismételt PNGase F emésztéssel értiik el. Az FXIII-B alegységen 9 cukorstrukturat
azonositottunk, melybdl 3 fukozilalt volt és mindegyik strukttra legaldbb 1 szialsavat
tartalmazott. A deglikozilacié nem valtoztatta meg az FXIII-B nativ dimer szerkezetét,
de felgyorsitotta kitirtilését a FXIII-B knock out egerek keringéséb6l. Mi irtuk le elészor
az FXII-B-n jelenlévd N-glikanok szerkezetének részletes jellemzését. Sikeresen
végrehajtottuk a nativ fehérje teljes deglikozilaciojat. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy kapcsolodd glikanok nem sziikségesek az FXIII-B dimer
képzddéséhez, de nagy valoszinliséggel meghosszabbitja az FXIII-B felezési idejét a
keringésben.

Az FXIII ellenes autoantitestek okozta vérzési hajlam egy ritka de stlyos
rendellenesség. A diagndzis és kezelés kihivasait j6l mutatja a 67 éves ndi betegiink esete,
akinek a koérel6zményeiben vérzéses komplikaciot nem irtak le, azonban varatlanul egy
hatalmas muszkularis hematomadja alakult ki. Vak korrekcié nélkiil az FXIII aktivitast

17%-nak mértiik, azonban a vakkal torténd korrekciot kovetden a beteg FXIII aktivitas
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értéke a detektalhatosagi hatar alatt volt, ezt az eredményt szintén alatdmasztotta, hogy a
beteg plazmajaban a fibrinszalak kozotti keresztkotések nem alakultak ki. Az FXIII-A-t
ELISA technikaval nem tudtuk detektalni, azonban Western blot technikaval szemmel
lathato volt az FXIII-A jelenléte. A betegben jelenlévd autoantitestek nagy affinitassal
kotodtek az FXIII-Az-hoz. Az inhibitor jelentds gatld hatdsat jol mutatja a magas inhibitor
titer, melyet Bethesda egységben adtunk meg, valamint az, hogy a betegbdl szarmazé IgG
mar alacsony koncentracidban is nagymértékli gatlast fejtett ki. FO biokémiai hatasat a
Ca?" altal kivaltott aktivacio gatlasan keresztiil fejtette ki. A betegnél alkalmazott
eradikacios terapia sajnos csak részben volt sikeres. Négy honappal az utolso vérzéses
komplikaciot kovetden a beteg pulmonaris embolidval komplikalt mélyvénas trombdzist
kapott.

A végstddiumu vesebetegségben szenveddk esetében a hemosztazis zavara
gyakori, mely vérzéses €s trombotikus szovédményként egyarant megnyilvanulhat. Az
alvadasi és fibrinolitikus faktorok vizsgélata segithet felfedni az okokat, melyek ezen
paradox helyzet hatterében 4allnak. Ennek érdekében a fibrin képzddéshez ¢és
stabilizacidjahoz nélkiilozhetetlen komponenseket vizsgaltunk HDF- és HD kezelésben
részesiild6 ESRD betegekben. Dializis el6tti fibrinogén, FXIII antigén koncentracio és
FXIII aktivitas emelkedett értékeket mutatott. A betegekben zajlé gyulladasos allapotok,
melyet a CRP koncentraciok mérésével jellemeztiink kulcsfontossagt volt a fibrinogén
koncentraciok esetén. A négy oran keresztiil tarto6 HDF és HD kezelések alatt a fibrinogén
koncentraciok és az FXIII szintek fokozatos emelkedést mutattak. Azonban az albuminra
torténd korrekciot kovetden mar csak az FXIII szintek mutattak jelentds emelkedést a
kezelések eldrehaladtaval. A két kezelési tipus kozott nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget. Ennek alapjan elmondhatd, hogy ez ESRD betegekben megfigyelt

emelkedett fibrinogén és FXIII szintek hozzéjarulhatnak a fokozott trombdzis rizikohoz.
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